














とノースダコタ州で発生した MRSA 感染症による死亡例では，何れも MRSA 感染リスクを有さ
ない小児（₁₂ヶ月～₁₃歳）から市中感染型 MRSA（community-acquired MRSA: CA-MRSA）と呼
ばれるタイプの S. aureus が検出され，起炎菌であると報告された₅︶。その後さらにフランス₆︶
やオーストラリア₇︶ でも同様に CA-MRSA を原因とした重症肺炎による死亡例が報告され，
MRSA 感染症に関する新たな問題として CA-MRSA が注目されるようになった。
　CA-MRSA の定義は，「従来の院内感染型 MRSA（hospital-acqired MRSA: HA-MRSA）に対す
るリスク因子が該当しない患者から分離されるMRSA」とされている。CA-MRSAの細菌学的特徴₈︶
として，Panton-Valentine leukocidin（PVL）と呼ばれる白血球破壊毒素産生株が分離されること
が多く，その他に staphylococcal cassette chromosome mec（SCCmec）の型別に関しては，Ⅳ型
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ゆる‘おでき’や蜂窩織炎などの皮膚・軟部組織感染症が多いことが挙げられる。しかし患者の
中には骨髄炎や関節炎，肺膿瘍，壊死性肺炎などがみられる場合もあり，重症患者では致死率が
高いことも特徴である₈，₉︶。CA-MRSA は HA-MRSA と同様に接触感染によってヒトからヒトへと
容易に伝播し，わが国においても，多くの MRSA 感染症例から CA-MRSA の検出が報告されて
きている₁₀–₁₂︶。近年，食品衛生分野において食肉類を含めた各種食品材料や加工食品からも
MRSA が分離されるようになってきており₁₃,₁₄︶，わが国の市販鶏肉から SCCmec IV 型の MRSA
が分離された報告₁₄︶ もある。多くの CA-MRSA 臨床分離株が SCCmec IV 型の遺伝子を保有して
いることから，CA-MRSA が食品を介してヒトへ伝播している可能性についても考えられる。そ
こで本研究では，食品を取り扱う機会の多い管理栄養士養成課程に在籍する女子大学生を対象と
して，手指から分離される S. aureus の細菌学的性状について検討した。
2．　実　験　方　法
2.1 手指からの S. aureus の分離と同定
　安田女子大学家政学部管理栄養学科の女子学生₈₄名（₁₈～₂₁歳）に対し，十分な説明のもとに
協力を依頼した。検査方法は，パームチェック黄色ブドウ球菌検査用培地（日本生物医学研究所）





試験，DNase 試験を実施し，グラム陽性球菌ならびにコアグラーゼ試験陽性かつ DNase 試験陽
性を示したものを S. aureus と判定した。なお，コアグラーゼ試験はウサギプラズマ（栄研化学）
を用いた試験管法で行った。DNase 試験はポアメディア DN エース培地（栄研化学）を使用し，
菌の増殖にともなう培地表面の色の変化（深青色→赤紫色）により判定した。
2.2　薬剤感受性試験
　トリプトソイブイヨン液体培地 ₅ mL で増菌培養（₃₅°C，一晩）した各 S. aureus 菌株を，ミュ
ラー・ヒントン（M-H）寒天培地に画線接種し，さらに培養（₃₅°C，一晩）することでコロニー





ストリップの濃度目盛とが接した値を判定し，最少発育阻止濃度（minimum inhibitor y 
concentration: MIC）を求めた。
2.3　分子疫学的検査（phage open-reading flame typing: POT）
　被検菌株をトリプトソイブイヨン培地（₅ mL）中で増菌培養（₃₅°C，一晩）し，培養後の菌
液 ₁₀ µL とシカジーニアス DNA 抽出試薬（関東化学株式会社）₁₀₀ µL とを，マイクロチューブ
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に加え，₇₂°C－ ₆ 分，₉₄°C－ ₃ 分の処理により菌体 DNA を抽出した。次に抽出された DNA を
鋳型として，シカジーニアス分子疫学 POT キット（関東化学）に添付された試薬とともに反応
用チューブに加え，サーマルサイクラー（PC₃₂₀，ASTEC 社製）を用いたマルチプレックス
PCR（₉₅°C：₁₅秒，₆₀°C： ₃ 分；₃₀サイクル）を行った。なお本法では， ₂ 種類のプライマー
ミックスを使用するため， ₁ 検体（ ₁ 菌株）あたり， ₂ 本の反応用チューブを使用した。そのた
め本稿では便宜上，それぞれの反応用チューブを Reaction mixture ₁（Rxn mix ₁）および
Reaction mixture ₂（Rxn mix ₂）と表記している。また，それぞれの反応用チューブ内で合成さ
れるアンプリコン（POT ナンバー）の種類と分子量（bp）については Table ₁ に示した。PCR
終了後のチューブに，ブロモフェノールブルーならびにキシレンシアノール含有ゲルローディン
グバッファーを加えて混合し，そのうちの ₆ µLを₃.₅％アガロースゲル（Agarose X：株式会社ニッ
ポンジーン）電気泳動分析（₅₀ V，₁₀₀分）に供した。電気泳動後のゲルを臭化エチジウム染色し，
トランスイルミネーター上で紫外線（₃₁₂ nm）を照射して写真撮影し，この成績をもとにして
各供試菌株の POT 型（phage open-reading frame typing）を決定した。具体的には，アガロース
ゲル電気泳動の結果，各 POT ナンバーについて，バンドの濃淡にかかわらず，分子量（bp）な




size (bp) Target gene
POT
coefficient
Rxn mix ₁ femA ₆₀₁ S. aureus positive control
POT₁-₁ ₅₃₀ mecA ₆₄
POT₁-₂ ₄₄₉ mec gene complex class B ₃₂
POT₁-₃ ₃₅₅ SCCmec type IIa specific ₁₆
POT₂-₁ ₃₀₄ Tn₅₅₄ ₁₂₈
POT₂-₂ ₂₇₁ prophage ₆₄
POT₂-₃ ₂₂₈ prophage ₃₂
POT₂-₄ ₁₉₇ prophage ₁₆
POT₂-₅ ₁₆₁ prophage ₈
POT₂-₆ ₁₃₁ prophage ₄
POT₂-₇ ₁₀₄ prophage ₂
POT₂-₈ ₈₁ genomic island ₁
Rxn mix ₂ femA ₆₀₁ S. aureus positive control
POT₁-₄ ₄₇₇ Cassette chromosome recombinase A₂ ₈
POT₁-₅ ₃₈₈ genetic background ₄
POT₁-₆ ₃₂₀ genetic background ₂
POT₁-₇ ₂₇₃ mec gene complex class A ₁
POT₃-₁ ₂₄₃ prophage ₆₄
POT₃-₂ ₁₉₇ prophage ₃₂
POT₃-₃ ₁₇₁ prophage ₁₆
POT₃-₄ ₁₄₀ prophage ₈
POT₃-₅ ₁₁₅ prophage ₄
POT₃-₆ ₉₅ prophage ₂
POT₃-₇ ₇₈ prophage ₁
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らびに陽性コントロールと一致するバンドが認められる場合には‘ ₁ ’，バンドを確認できない
場合には‘ ₀ ’とした。次に各 POT ナンバーに指定された POT 係数（Table ₁参照）との積を
求め，これを POT ポイントとし，さらに POT₁-₁～ POT₁-₇，POT₂-₁～ POT₂-₈，POT₃-₁～
POT₃-₇ までの各 POT ポイントを合計したものを POT 型として，POT₁ 型-POT₂ 型-POT₃ 型の
順に表記した（例：₄-₂₄-₃₂）。
2.4　S. aureus 外毒素遺伝子の検出
　供試 S. aureus 菌株をトリプトソイブイヨン液体培地（₅ mL）で増菌培養し，培養後の菌液か
らシカジーニアスDNA 抽出キット（関東化学株式会社）を使用してDNAを抽出した。その後，S. 
aureus 腸管毒素（staphylococcal enterotoxin: SE）A 遺伝子（sea）あるいは毒素性ショック症候
群毒素（toxic shock syndrome toxin-₁: TSST-₁）遺伝子（tst）の検出を目的として sea ならびに
tst 検出用プライマー（タカラバイオ株式会社）を用いた PCR（₉₄°C： ₁ 分，₅₅°C： ₁ 分，
₇₂°C： ₁ 分；₃₅サイクル）を行い，反応後の標品を ₂ ％アガロースゲル電気泳動分析し，アン
プリコン（sea: ₄₂₃ bp，tst: ₂₂₈ bp）の有無を確認した。
3．　結　　　　　果












からの S. aureus 検出頻度は₂₅％であった。
3.2　各 S. aureus 菌株に対するセフォキシチン
（cefoxitin: CFX）の MIC
　Clinical and Laboratory Standards Institute（CLSI）の
定義（CLSI M₁₀₀-S₂₀）では MRSA とは，分子遺伝学的
検出法により，PBP₂＇ を産生する mecA 遺伝子が検出さ
れるか，あるいは薬剤感受性試験法により，オキサシリ
ンの MIC が ₄ µg/mL 以上，または CFX の MIC が ₈ 
µg/mL 以上を示す S. aureus であるとしている。今回，
被験者の手指より分離された S. aureus 菌株からの
T a b l e  ₂ .　M i n i m u m  i n h i b i t o r y 
concent ra t ion (MIC) o f 
cefoxitin for S. aureus strains























Figure ₁.　POT typing of S. aureus strains isolated from healthy ₂₁ women＇s hand.　For 
determination of POT types of each S. aureus strain, multiplex PCR assays were 
performed with primer sets which were included in the reaction mixture ₁ (Fig. ₁A 
and ₁B) or ₂ (Fig. ₁C and ₁D), allowing all POT numbers to be amplified in two 
reaction tubes.　Aliquots of each sample were subjected to ₃.₅% agarose gel 
electrophoresis and staining.　Positive controls for amplification of each POT number 
were shown in lane P₁ (Fig. ₁A and ₁B) and lane P₂ (Fig. ₁C and ₁D).　Lane M: ₁₀₀ 
b. p. DNA ladder marker.
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MRSA 検出を目的として，各菌株に対する CFX の MIC を求めた。その結果は，₀.₇₅ µg/mL：
₁株，₁.₅ µg/mL： ₉株，₂ µg/mL：₁₀株，₃ µg/mL： ₁株（計₂₁株）というものであり（Table ₂），
₈ µg/mL 以上の MIC を示す S. aureus 菌株は検出されなかった。以上の成績から，供試 S. 
aureus 菌株は全てメチシリン感受性 S. aureus（methicillin sensitive Staphylococcus aureus: 
MSSA）であると考えられた。
3.3　POT 型別による分子疫学的検査
　供試 S. aureus 計₂₁株の薬剤感受性試験と同時に POT 型
別による分子疫学的検査を実施した。その結果，全ての菌
株で femA（₆₀₁ bp）陽性となった（Figure ₁ A ～ D）。
femA は，S. aureus の細胞壁生合成に必要な細胞質内タン
パク質をコードしており，本法では S. aureus 特異的な陽
性コントロールとして用いられている。したがって今回の




POT₁ から POT₄ までの成績が陰性であることが分かった。
このことから，薬剤感受性試験の成績（Table ₂）と同様，
供試 S. aureus は全て MSSA であることが示された。その
他のPOTナンバーの成績に関して，POT₁-₅ は₁₃株（₆₂％）
が陽性，POT₁-₆ は ₇ 株（₃₃％）が陽性を示した。このよ
うに供試菌株において特定の POT ナンバーが比較的高い
頻度で陽性になるという成績が POT₂ や POT₃ でも確認
された。特に POT₂-₄，POT₂-₅ は，それぞれ₁₃株（₆₂％），
₁₄株（₆₇％）で陽性となり，また POT₃-₁，POT₃-₃ では，
それぞれ ₇ 株（₃₃％）と ₆ 株（₂₉％）で陽性となった。加




　病原性 S. aureus の産生する外毒素である腸管毒素（staphylococcal enterotoxin; SE）A 遺伝子
（sea）ならびに毒素性ショック症候群毒素（toxic shock syndrome toxin-₁; TSST-₁）遺伝子（tst）
の保有について検討した。Figure ₂ に示すように sea については Sa-₂，Sa-₅，Sa-₂₁，Sa-₃₅，
Sa-₆₁，Sa-₆₂ の計 ₆ 株で陽性となった。なお，Sa-₆₁ と Sa-₆₂ に関しては POT 型（Table ₃）につ
いても一致していることから，これらは同一株である可能性が高い。また，tst は，Sa-₂ と Sa-₅ 
の ₂ 株で陽性となり（Figure ₃），これら ₂ 株は sea と tst の両方の外毒素の遺伝子を保有する株
であることが示された。しかしながら POT 型別の成績（Table ₃）からは，Sa-₂ 株と Sa-₅ 株は
互いに異なる菌株であろうと考えられる。
Table ₃.　POT type of each S. aureus 




Sa-₁ ₄ ₂₄ ₃₂
Sa-₂ ₆ ₁₄₂ ₁₀₀
Sa-₅ ₆ ₈ ₁₁₂
Sa-₁₄ ₄ ₁₂₂ ₃₂
Sa-₁₆ ₄ ₈ ₈₀
Sa-₁₇ ₄ ₁₂₂ ₃₂
Sa-₂₀ ₄ ₂₆ ₀
Sa-₂₁ ₂ ₁₄₅ ₁
Sa-₂₄ ₄ ₅₀ ₃₂
Sa-₂₆ ₄ ₁₂₂ ₃₂
Sa-₃₀ ₂ ₉₀ ₁
Sa-₃₂ ₀ ₁ ₀
Sa-₃₅ ₀ ₉₉ ₁
Sa-₃₉ ₂ ₉ ₈₀
Sa-₄₃ ₀ ₈ ₈₀
Sa-₄₆ ₂ ₉ ₈₀
Sa-₅₆ ₄ ₉₀ ₆₅
Sa-₅₈ ₄ ₂₀ ₄₈
Sa-₆₁ ₂ ₁₄₅ ₁
Sa-₆₂ ₂ ₁₄₅ ₁
Sa-₇₀ ₄ ₂₄ ₃₂
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4．　考　　　　　察
　今回，検査を実施した女子大学生₈₄名について，手指からの S. aureus 検出率は₂₅％であった。
この成績は，これまでに報告のある一般成人の手指からの S. aureus 検出率（₂₇％）₁₅︶ にほぼ等
Figure ₃.　₂% agarose gel electrophoresis of PCR products (₂₂₈ bp) obtained from amplification 
of the Staphylococcus aureus toxic shock syndrome toxin-₁ (tst) gene.　Lane M: ₁₀₀ 
b.p. DNA ladder marker.　Lane C: negative control (S. aureus ₂₀₉P strain).
Figure ₂.　₂% agarose gel electrophoresis of PCR products (₄₂₃ bp) obtained from 
amplification of the Staphylococcus aureus enterotoxin A (sea) gene.　Lane M: 
₁₀₀ b. p. DNA ladder marker.
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しいものであり，今回の被験者が特に高い頻度で S. aureus を保菌していたのではないことを示
している。また一般に鼻腔は，S. aureus が最も定着しやすい部位であり，手指から S. aureus が
検出された被験者については，鼻腔からも S. aureus が検出される可能性が高い₁₅︶。鼻腔内保菌
は S. aureus 感染のリスク因子と考えられることから，ヒト鼻腔内の保菌率に関する報告も多
い₁₅–₁₇︶。例えば，アフリカのガボン共和国に暮らす狩猟採集民族であるバボンゴ・ピグミーを
対象に実施された鼻腔からの S. aureus 検出に関しては，年齢層別にある程度の差が認められる
ものの，全体としては₃₃％の検出率であったという報告₁₇︶ がある。これは，わが国を含めた世









作用によっても維持される皮膚の恒常性が S. aureus の定着に強く影響していると考えられる。
今後，手指などからの S. aureus 検出に関する検討を行う際には，被験者の基礎疾患の有無や皮
膚マイクロバイオームの構成などを考慮する必要がある。
　また今回，手指より分離された S. aureus について，CFX に対する薬剤感受性試験ならびに
POT 型別により，全て MSSA であると判定することができた。加えて，今回の成績は，Felten
らの報告₂₀︶ にあるように CFX の MIC が ₃ µg/mL 以下である S. aureus は全て mecA 陰性であっ
たという成績ともよく一致した。この点に関して，被検菌が MRSA である場合，特に POT₁ の
POT ポイントは₆₄以上の値を示すのに対し，MSSA である場合， ₀ ， ₂ ， ₄ ， ₆ ， ₈ ，₁₀，₁₂，
₁₄の何れかの値を示す。さらに POT 型別では，MRSA と判定される菌株について，HA-MRSA
あるいは CA-MRSA の推定も可能である₂₁︶。具体的には，HA-MRSA 臨床分離株については，
NewYork/Japan（NY/Japan）クローンが多くを占める状況にあり₉︶，こうしたクローンは ST₅／
SCCmec typeII をゲノム中に保有している。したがって POT 型別では，Table ₁ に示すように
POT₁-₁（mecA）に加えて，POT₁-₃（SCCmec typeIIa specific），POT₁-₄（cassette chromosome 
recombinase A₂），POT₁-₇（mec gene complex class A）が陽性となる株は HA-MRSA である可
能性が高い。他方，USA₃₀₀ クローンに代表されるような CA-MRSA は，SCCmec typeIV を保有
するクローンが多いことから，POT₁-₁，POT₁-₂（mec gene complex class B），POT₁-₄ が陽性と
なる菌株で CA-MRSA である可能性が高い。なお，本法では，PVL 遺伝子の直接の検出は含まれ
ていないが，特に POT₁ 型が₆₄あるいは₁₁₀となる株については PVL 産生株の可能性がある₂₁︶。
このように POT₁ が MRSA の判別に有用であるのに対して，POT₂ 型ならびに POT₃ 型は主と
して菌株レベルでの識別に有用である。今回の成績（Table ₃）をみても，Sa-₁ とSa-₇₀（POT 型：
₄-₂₄-₃₂）や Sa-₁₄ と Sa-₁₇，Sa-₂₆（POT 型：₄-₁₂₂-₃₂），Sa-₃₉ と Sa-₄₆（POT 型：₂-₉-₈₀），Sa-₆₁ 
と Sa-₆₂（POT 型：₂-₁₄₅-₁）のように，それぞれの菌株は異なる被験者から分離されていながら，
同一の POT 型を示す S. aureus が検出されていることが分かる。こうした POT 型別の特徴に関
して，従来からのパルスフィールドゲル電気泳動法による遺伝子型解析法と比較した場合に菌株
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識別能（D index）が同等であることが示されている₂₂︶。加えて，実際の MRSA による院内感染
の伝播経路を特定する際に POT 型別が用いられ，その実用性や汎用性が示されている₂₃︶。
　さらに今回の検討では，sea や tst といった S. aureus の病原遺伝子と POT 型との関連について
も若干の検討を行ってみたが，特定の POT 型を示す株が病原遺伝子を保有しているいう傾向は
認められなかった。強いて挙げると，sea 陰性株の全てが POT₂-₁ 陰性であったのに対し，sea 陽
性株である Sa-₂，Sa-₂₁，Sa-₆₁，Sa-₆₂ の ₄ 株については，POT₂-₁ 陽性となる成績が得られた。
しかしながら，別の sea 陽性株である Sa-₅ と Sa-₃₅ では POT₂-₁ 陰性であることから，必ずしも
sea 遺伝子陽性と POT₂-₁ 陽性との間に明確な関連が認められたわけではない。一方，tst 陽性で
ある Sa-₂ 株と Sa-₅ 株に関しては，この ₂ 株に共通して陽性となった POT ナンバーが確認され
たものの，tst 陰性株とも比較すると，tst 陽性株間にのみ特異的であるといえる POT ナンバーは
認められていない。病原性 S. aureus が保有する TSST-₁ 遺伝子群や腸管毒素遺伝子群，さらに
その他の外毒素遺伝子群は，それぞれが特有の pathogenicity islandと呼ばれる病原遺伝子群にコー
ドされており，それらは各種のファージにより S. aureus 間で伝播されている₂₄︶。したがって，
特定の prophage ORF に関連する POT ナンバーが陽性であっても，それを特定の病原遺伝子の
存在と関連付けることは難しいものと思われる。
　以上，今回の検討では，被験者の手指から分離された S. aureus より HA-MRSA や CA-MRSA
の性状を示す菌株は検出されなかったものの，POT 法による分子疫学解析の有用性が示された。
他方，手指から分離された供試菌株の中には SEA や TSST-₁ といった病原因子を保有しているも
のも認められることから，こうした菌株が原因となって起きる食中毒や毒素性ショック症候群の
発生を防止するために，特に食品を取り扱う際には，徹底した衛生管理を行わなければならない。
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Summary
Background: Methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) is the most frequently identi-
fied antimicrobial drug-resistant pathogen in hospitals and other healthcare facilities in many 
countries including Japan; such cases of MRSA are termed hospital-acquired MRSA (HA-MRSA).　
HA-MRSA infections commonly occur in people with weakened immune systems in hospitals and 
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healthcare centers.　In addition, risk factors for HA-MRSA infection include hospitalization, sur-
gery, dialysis, long-term care.　Meanwhile, severe infections with another type of MRSA, called 
community-acquired MRSA (CA-MRSA), were first reported to occur among healthy people in the 
United States, France, Australia, and other countries in the 1990s.　Today, CA-MRSA infections 
are becoming more common.　An MRSA-harboring staphylococcal cassette chromosome, mec 
type IV, was recently isolated from retail raw chicken meat in Japan.　Therefore, CA-MRSA may 
be transmitted from raw meat to human hands during handling.　However, the frequency of CA-
MRSA isolation from human hands is unknown.
Objective: This study assessed the hand carriage of HA-MRSA and CA-MRSA among female 
students at Yasuda Women’s University.
Methods: Handprint samples from young female university students were made on a mannitol 
salt agar plate and subsequently incubated aerobically at 35oC for 48 hours.　Mannitol salt-posi-
tive well-isolated colonies were subsequently confirmed on the basis of whether they exhibited 
typical characteristics of S. aureus through further testing including Gram staining, coagulase, 
and DNase production.　Antimicrobial susceptibility tests using cefoxitin strips and molecular epi-
demiological typing (phage open-reading flame typing) for each strain were then carried out to 
identify HA-MRSA and CA-MRSA. In addition, the genes for staphylococcal enterotoxin A, sea, and 
toxic shock syndrome toxin-1, tst, of each S. aureus isolate were tested by PCR.
Results: A total of 74 mannitol salt-positive isolates were obtained from 84 handprint samples; 
21 of which were identified as S. aureus.　However, the minimum inhibitory concentrations for 
cefoxitin of all S. aureus isolates were ≦ 3 µg/mL.　Moreover, all S. aureus strains were negative 
for mecA.　Therefore, no MRSA isolates were detected.　However, 6 and 2 S. aureus strains were 
positive for sea and tst, respectively; tst-positive S. aureus strains were detected from among sea-
positive strains.
Conclusion: In the present study, neither HA-MRSA nor CA-MRSA were isolated from healthy 
young women’s hands.　However, pathogenic S. aureus strains that can cause food poisoning or 
toxic shock syndrome were isolated.　Thus, these pathogenic S. aureus strains can spread easily 
in public places such as hospitals and schools.　Therefore, preventive efforts such as thorough 
hand washing are important. 
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